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บทท่ี 3 
 

อปุกรณและวิธีการทดลอง 
 

อาหารทดลองท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ี คืออาหารขนท่ีใชกากเมล็ดฝายเปนแหลงโปรตีน
แทนท่ีกากถ่ัวเหลืองในอาหารขนท่ีมีโปรตีนรวม 16 เปอรเซ็นตท่ีระดับ 0, 50, 75 และ 100 
เปอรเซ็นต โดยอาหารสูตรควบคุมใชกากถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีน 100 เปอรเซ็นต (กากเมล็ด
ฝาย 0 เปอรเซ็นต)  ทําการลดระดับกากถ่ัวเหลืองลง 50, 75 และ 100 เปอรเซ็นต และแทนท่ีโดย
กากเมล็ดฝายจนมีระดับโปรตีน 16 เปอรเซ็นต  ในอาหารสูตรท่ี 2, 3 และ 4 ตามลําดับ  ในทุกสูตร
อาหารทดลองใชมันเสนเปนแหลงพลังงาน (ตามตารางท่ี 10)   

กากเมล็ดฝายท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีเปนกากเมล็ดฝายกระเทาะเปลือกท่ีผานกระบวนการ
สกัดนํ้ามันโดยสารเคมี (กากเมล็ดฝายสกัดน้ํามัน) ซื้อจากบริษัทอุตสาหกรรมวิวัฒน จํากัด         
จ.นนทบุรี  ราคากิโลกรัมละ 5.40 บาท 
 
3.1  องคประกอบทางโภชนะและปริมาณสารกอสซิปอลอิสระ 
 
3.1.1   องคประกอบทางโภชนะ  

 
วิเคราะหองคประกอบทางเคมีใน  กากเมล็ดฝาย  กากถ่ัวเหลือง  มันเสน  ฟางขาว  และ

อาหารทดลองท่ีใชกากเมล็ดฝายเปนแหลงโปรตีนแทนท่ีกากถ่ัวเหลืองท่ีระดับ 0,  50,  75  และ 
100 เปอรเซ็นต  ดังน้ี  วัตถุแหง (DM)  อินทรียวัตถุ (OM)  โปรตีนรวม (CP)  เย่ือใยรวม (CF)     
ไขมัน (EE)  และคารโบไฮเดรทท่ียอยงาย (NFE)  โดยวิธี Proximate analysis (AOAC., 2000)  
และโปรตีนแท (TP) (Barnstein, 1900)  

 
3.1.2! ปริมาณสารกอสซิปอลอิสระ 
 

วิเคราะหหาปริมาณสารกอสซิปอลอิสระ (free gossypol) ในกากเมล็ดฝาย  และอาหาร
ทดลองอาหารทดลองท่ีใชกากเมล็ดฝายเปนแหลงโปรตีนแทนท่ีกากถ่ัวเหลืองท่ีระดับ 0,  50,  75  
และ 100 เปอรเซ็นต  ตามวิธีของ AOCS Official Method Ba 7-58 (1988)  
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ตารางท่ี 10    แสดงสวนประกอบของอาหารทดลองท่ีใชกากเมล็ดฝายเปนแหลงโปรตีนแทนท่ีกาก 
        ถ่ัวเหลืองท่ีระดับ 0,  50,  75  และ 100 เปอรเซ็นต   

Treatment 1 2 3 4 
Replaced SBM by CSM (%) 0 50 75 100 
Material      
    Soybean meal 33.44 16.72 8.36 0.00 
    Cottonseed meal 0.00 18.13 27.19 36.26 
    Casava ship 62.56 61.15 60.45 59.74 
    Dicalcium-phosphate  2.00 2.00 2.00 2.00 
    Salt 1.00 1.00 1.00 1.00 
    Premix  1.00 1.00 1.00 1.00 
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 
% CP1 16.00 16.00 16.00 16.00 
Price (Bath/kg) 6.00 5.06 4.58 4.11 
1 จากการคํานวณ 
 
3.2! การศึกษาการยอยไดโดยวิธ ีCellulase technique 

 
ศึกษาการยอยไดของวัตถุแหงและอินทรียวัตถุของกากเมลด็ฝาย  กากถ่ัวเหลือง  และ

อาหารทดลองท่ีใชกากเมล็ดฝายเปนแหลงโปรตีนแทนท่ีกากถ่ัวเหลืองท่ีระดับ 0, 50, 75  และ 100  
โดยวิธี Cellulase technique (ภาพที่ 11) ตามวิธีการของ De Boever et al. (1986) 

 
3.2.1! วิธีการทดลอง 
 

นําตัวอยางอาหารมาอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 6 ชั่วโมง แลวบดใหมีขนาด 1 
มิลลิเมตร ช่ังตัวอยางอาหาร 300 มิลลิกรัม ใสใน glass filter-crucible   เติม pepsin-hydrochloric 
acid solution ท่ีมีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 30 มิลลิลิตร   นําไปบมที่อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง เขยา crucible ทุก  5 ชั่วโมง   เมื่อบมครบ 24 ชั่วโมง นํา crucible ไปแชใน 
water  bath  ท่ีอุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส  นาน 45 นาที  แลวทําการดูดสารละลายออก  และลาง
กากอาหารดวยนํ้ากลั่นอุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส   เติม cellulase-buffer solution ท่ีมีอุณหภูม ิ
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40 องศาเซลเซียส  30  มิลลิลิตร  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24  ชั่วโมง 
เขยา crucible ทุก 5 ชั่วโมง  เม่ือบมครบ 24 ชั่วโมง ดูดสารละลายออกและลางกากอาหารดวยน้ํา
กลั่นอุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส   นํากากอาหารท่ีไมยอยไปอบท่ีอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เพื่อ
หาคาวัตถุแหง  และนํากากไปเผาที่อุณหภูม ิ550 องศาเซลเซียส เพ่ือหาคาอินทรียวัตถุ    
 
3.2.2! การคํานวณหาการยอยได 
 

คํานวณหาการยอยไดของวัตถุแหงและอินทรียวัตถุ  จากสมการ   

digestibility (%) = 100
Wo

WtWo ×−  

เมื่อ   Wo  =  ปริมาณโภชนะในอาหารกอนการยอย  
                       Wt  =  ปริมาณโภชนะในกากอาหารหลังการยอย 
 
3.2.3! การคํานวณหาคาพลังงานเมทาบอไลซ (ME) และคาพลังงานสุทธิเพ่ือการใหนม  

(NEL) 
 
 นําคาการยอยไดของอินทรียวัตถุ (organic matter digestibility, OMD) ที่ไดและไขมัน  
(EE) ไปคํานวณเปนคาพลังงานเมทาบอไลซ (matabilizable energy, ME) และคาพลังงานสุทธิ
เพื่อใชในการใหนม (net energy for lactation, NEL)     โดยใชสมการท่ี De Boever et al. (1986) 
ไดเสนอไว ดังน้ี 
  ME (MJ/kgDM) = 0.150 x OMD + 0.241 x EE – 0.99 (R2 = 0.96) 
  NEL (MJ/kgDM) = 0.112 x OMD + 0.159 x EE – 2.37 (R2 = 0.96) 
 
3.2.4! การวิเคราะหทางสถิต ิ  
 

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance)  ใชแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตาง
ของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel  and Torrie, 1980)   
 
 
 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 38 

3.3! การศึกษาการยอยไดในกระเพาะรูเมนโดยวิธี Nylon bag technique 
 

ศึกษาการยอยไดของวัตถุแหงและอินทรียวัตถุของกากเมล็ดฝาย  กากถ่ัวเหลือง  และ
อาหารทดลองท่ีใชกากเมล็ดฝายเปนแหลงโปรตีนแทนท่ีกากถ่ัวเหลืองท่ีระดับ 0, 50, 75  และ 100  
โดยวิธี Nylon bag technique (ภาพที่ 12) ตามวิธีการของ Ørskov and McDonald (1979) 
 
3.3.1! สัตวทดลอง    
 

สัตวทดลองใชโคนมลูกผสม (โฮลสไตนฟรีเชี่ยน X พื้นเมือง ) เพศผูตอน นํ้าหนักเฉลี่ย
ประมาณ 210 กิโลกรัม จํานวน 4 ตัว  โดยโคทุกตัวไดรับการผาตัดใสทอเก็บตัวอยางจากทางเดิน
อาหาร (เทอดชัย  และทัศนีย, 2531) ท่ีกระเพาะรูเมน (ทัศนีย  และเทอดชัย, 2530)   ท่ีลําไสเล็ก
สวนตน  และที่ลําไสเล็กสวนปลาย (ทัศนีย  และเทอดชัย, 2532) 

 
3.3.2! วิธีการทดลอง 
 

นําตัวอยางอาหารมาบดผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิลิตร  ใชถุงไนลอนขนาด 7 x 15 
เซนติเมตร  ท่ีมีขนาดรูของถุง (pore size) 40 ไมโครเมตร   ชั่งตัวอยางอาหาร 3 กรัม ใสลงในถุง 
ไนลอนที่ทราบน้ําหนักคงที่ และนําไปหมักยอยในสวนลางของกระเพาะรูเมน  โดยใชเวลาในการ
หมักยอย 7 ระยะเวลา คือ 2, 4, 8, 16, 24,  36 และ 48 ชั่วโมง  แตละระยะจะทําซ้ํา  2 ถุง    เมื่อ
ครบกําหนดเวลาเอาถุงออกจากกระเพาะรูเมน  สําหรับตัวอยางอาหารท่ีหมักยอยท่ีเวลา 0   ชั่วโมง  
ทําโดยการนําถุงท่ีใสอาหารไปแชในน้ําที่มีอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง    จากน้ันนํา
ถุงท้ังหมดมาซักทําความสะอาดดวยเคร่ืองซักผานาน 15 นาที   นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง   เอากากอาหารท่ีเหลือไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 24  
ชัว่โมงเพื่อหาปริมาณวัตถุแหง   นํากากอาหารสวนหน่ึงไปเผาท่ีอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน 
6 ชั่วโมง เพื่อหาปริมาณอินทรียวัตถุ  และนํากากอาหารสวนท่ีเหลือไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน
รวม  และโปรตีนแท  
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3.3.3! การคํานวณหาปริมาณโภชนะที่สลายตัวในกระเพาะรูเมน 
 

คํานวณหาปริมาณโภชนะท่ีสลายตัว (disappearance) ในกระเพาะรูเมนที่เวลาการหมัก 
บมตาง ๆ จากสมการ ตอไปน้ี 

โภชนะที่สลายตัวในกระเพาะรูเมน (%) = 100
Wo

WtWo ×−  

เมื่อ   Wo  =  ปริมาณโภชนะในอาหารกอนการหมักยอย  
                       Wt  =  ปริมาณโภชนะในกากอาหารหลังการหมักยอย 
 

เมื่อไดคาการสลายตัวของโภชนะท่ีชั่วโมงตาง ๆ นําไปคํานวณหาคาการยอยสลาย  และ
พารามิเตอรตาง ๆ ของการยอยสลายของโภชนะ  โดยโปรแกรมสําเร็จรูป NEWAY (Chen, 1997)  
จากสมการท่ีเสนอโดย Ørskov and McDonald (1979)  คือ 

 
 P   =  a + b x (1 – e-ct ) 
 
เมื่อ P   =   คาการยอยสลายไดท่ีชวงเวลาตางกัน (%) 
 a   =   สวนท่ีละลายไดทันที (%) 
 b   =   สวนท่ีละลายไมไดแตสามารถเกิดกระบวนการหมักได (%) 
 e   =   log ฐาน 10 
            c   =   อัตราการยอยสลายของ b (h-1) 

t    =   ชวงระยะเวลาในการหมักบม 
 

หลังจากการคํานวณคาการสลายตัวโดยโปรแกรมสําเร็จรูป NEWAY จะไดคาพารามิเตอร
ตาง ๆ ของการสลายตัวในกระเพาะรูเมน  ไดแก  คา a คือสวนท่ีละลายไดทันที (immediately 
soluble fraction) คา b คือสวนท่ีไมละลายแตสามารถถูกยอยสลายไดโดยจุลินทรีย 
(degradability of insoluble fraction)  คา  a+b คือความสามารถในการยอยสลายได (potential 
degradability)  คา c คืออัตราการยอยสลาย (degradation rate)  คา L คือชวงเวลาท่ีเร่ิมถูกยอย
สลายโดยจุลินทรีย (Lag time)  และ ED0.02  ED0.05 และ ED0.08 คือประสิทธิภาพการยอยสลาย 
(Effective degradation) ท่ีอัตรา 0.02, 0.05  และ 0.08 สวนตอช่ัวโมง ตามลาํดับ  
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3.3.4! การวิเคราะหทางสถิต ิ  
 

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance)  ใชแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบความแตกตาง
ของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel  and Torrie, 1980) 

 
ภาพที่ 11 การศึกษาการยอยไดโดยวิธี Cellulase technique 

 

 
ภาพที่ 12  การศึกษาการยอยไดในกระเพาะรูเมนโดยวิธี Nylon bag technique  
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3.4! การศึกษาการยอยไดในแตละสวนของทางเดินอาหารในตัวสัตวทดลอง โดย
วิธีการใชสารบงชี้ (Indicator method) 

 
3.4.1! สัตวทดลอง   
 

ใชสัตวทดลองชุดเดียวกับการศึกษาการยอยไดในกระเพาะรูเมน โดยวิธี Nylon bag  
technique (3.3.1) 
 
3.4.2! อาหารและการใหอาหาร 
 

อาหารขน  คือ  อาหารทดลองท่ีใชกากเมล็ดฝายเปนแหลงโปรตีนแทนท่ีกากถ่ัวเหลืองใน 
อาหารขนท่ีมีโปรตีน 16 เปอรเซ็นต ท่ีระดับ 0, 50, 75  และ 100 เปอรเซ็นต  และอาหารหยาบท่ีใช
ในการทดลองคร้ังน้ี คือ ฟางขาว 
 ใหอาหารในปริมาณ 3 เปอรเซ็นตของน้ําหนักตัว (วัตถุแหง)  โดยแบงเปนอาหารขน 50 
เปอรเซ็นต  และอาหารหยาบ 50 เปอรเซ็นต  โดยแบงใหวันละ 2 ครั้ง ๆ ละเทากัน เวลา 06.00 น.  
และ 18.00 น. (แตละคร้ังหางกัน 12 ชั่วโมง) 
 
3.4.3! วิธีการทดลอง 
 

ใชโคทดลองจํานวน 4 ตัว วางแผนการทดลองแบบ Latin square 4 × 4   โดยอาหารท่ีใช
มี 4 ระดับ  จํานวน 4 ชวงการทดลอง  แตละชวงใชเวลา 20 วัน  โดย 14 วันแรก  เปนระยะการ
ปรับตัว (preliminary period) คือ เปนชวงท่ีปลอยใหโคและจุลินทรียปรับตัวเขากับอาหารและ
ขับถายอาหารเดิมในทางเดินอาหารออกใหหมด และ 6 วันสุดทายเปนระยะการเก็บขอมูลการ
ทดลอง (collection period) โดยเก็บขอมูลปริมาณอาหารท่ีกินในแตละชวงเวลาใหอาหารทุกวัน  
เก็บ    ตัวอยางอาหาร (digesta) ท่ีเดินทางผานทอเก็บตัวอยางอาหารท่ีลําไสเล็กท้ัง  2 แหง คือ
ลําไสเล็กสวนตน (proximal duodenum)   และลําไสเล็กสวนปลาย (terminal ileum) แหงละ 600 
และ 400 กรัม ตามลาํดับ ทุก ๆ ชั่วโมงหลังจากกินอาหาร (ตารางที่ 11)  บันทึกนํ้าหนักมูลทันทีทุก
คร้ังท่ีมีการถายมูล  ทําการกวนมูลใหเขากันดีหลังจากน้ันเก็บตัวอยางมูลเอาไว 10 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักมูลทั้งหมด   
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ทําการวัดความเปนกรด–ดางในกระเพาะรูเมน (rumen pH) โดยใชเคร่ืองวัดความเปน
กรด-ดาง (pH meter) วัดบริเวณ ventral sac ของกระเพาะรูเมน (เทอดชัย, 2530 ก ; 2530 ข)  
และการเก็บตัวอยางของเหลวจากกระเพาะรูเมน (rumen fluid) โดยสุมเก็บท่ัวกระเพาะรูเมนอยาง
นอย 5 แหง เพ่ือวิเคราะหหาความเขมขนของแอมโมเนีย (ammonia-N)  

การวัดและเก็บตัวอยางในชวง 6 วันสุดทายของการทดลอง (collection period) วันละ 4 
ครั้ง  ตามวันและเวลาท่ีแสดงในตารางท่ี  11  จากตารางการเก็บตัวอยางจะไดตัวแทนของความ
เปนกรด-ดางในกระเพาะรูเมน  ของเหลวจากกระเพาะรูเมน  อาหารในลําไสเล็กสวนตน (proximal 
duodenum) และอาหารในลําไสเล็กสวนปลาย (terminal ileum) หลังจากกินอาหาร  0, 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 และ 11  ชั่วโมง (2 ซ้ํา)  นําตัวอยางของเหลวจากกระเพาะรูเมน  อาหารจาก
ลําไสเล็ก  และมูลไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียสทันที  เพื่อยับย้ังการทํางานของจุลินทรีย  
และนําไปวิเคราะหวัตถุแหง  อินทรียวัตถุ  และโปรตีนรวม  โดยวิธี  Proximate analysis  (AOAC., 
2000) โปรตีนแท (Barnstein, 1900)  แอมโมเนียจากของเหลวในกระเพาะรูเมน (FAO, 1986)  
และไททาเนียมไดออกไซด (Brandt et al.,1983) 

 
ตารางท่ี 11  แสดงวันและเวลาท่ีทําการเก็บตัวอยางอาหาร 

วันท่ี 1 2 3 4 5 6 
คร้ังท่ี 1 06.00 น. 07.00 น. 08.00 น. 09.00 น. 10.00 น. 11.00 น. 
คร้ังท่ี 2 12.00 น. 13.00 น. 14.00 น. 15.00 น. 16.00 น. 17.00 น. 
คร้ังท่ี 3 18.00 น. 19.00 น. 20.00 น. 21.00 น. 22.00 น. 23.00 น. 
คร้ังท่ี 4 24.00 น. 01.00 น. 02.00 น. 03.00 น. 04.00 น. 05.00 น. 

 
3.4.4! การวิเคราะหทางสถิติ   
 

วิเคราะหผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of variance) ใชแผนการ
ทดลองแบบ 4  X 4 Latin square  จํานวน 4 ชวงการทดลอง  และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range test (Steel  and Torrie, 1980) 
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3.5! สถานที่ในการดําเนินการวิจัย 
 

1.! ฟารมเลี้ยงสัตวทดลอง  หมวดโคนม  ภาควิชาสัตวศาสตร  คณะเกษตรศาสตร  
มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ต.แมเหียะ  อ.เมือง  จ.เชียงใหม 

2.! หองปฏิบัติการอาหารสัตว  ภาควิชาสัตวศาสตร  คณะเกษตรศาสตร   
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

3.! หองปฏิบัติการกลาง   คณะเกษตรศาสตร   มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

3.6! ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 
 

ใชเวลาในการทดลอง 12 เดือน  ระหวางพฤศจิกายน 2544 – ตุลาคม 2545 
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